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ABSTRAK 
Nama Penyusun :  Hastina 
NIM :  70100106076 
Judul Skripsi : “Skrining Toksisitas Ekstrak Daun Waru (Hibiscus tiliaceus L) 
dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test” 
 
Waru (Hibiscus tiliaceus L) merupakan salah satu jenis tumbuhan obat yang 
masih jarang digunakan masyarakat.  Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek 
toksik dari ekstrak daun waru terhadap larva Artemia salina Leach. 300 g daun waru 
diekstraksi secara maserasi dengan n-heksan selanjutnya ampas diekstraksi kembali 
dengan metanol. Ekstrak yang diperoleh diuji toksisitasnya dengan metode Brine 
Shrimp Lethality Test. Hasil penelitian menunjukkan ekstrak metanol paling toksik 
terhadap larva A. salina dengan LC50 78,24 μg/ml. Ekstrak metanol difraksinasi 
dengan kromatografi kolom cair vakum diperoleh 5 fraksi gabungan yaitu fraksi A, 
B, C, D dan E. Fraksi D merupakan fraksi teraktif dengan nilai LC50 8,974 μg/ml, 
dan diidentifikasi termasuk senyawa golongan triterpen.  
Kata kunci : Brine Shrimp Lethality Test (BST), Daun Waru (Hibiscus tiliaceus L), 
Ekstrak Metanol.  
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ABSTRACT 
Name of Writer :  Hastina 
Reg. No. :  70100106076 
Tittle of Thesis : “Screening Toxicity Extract of Waru  Leaves (Hibiscus tiliaceus 
L) with Brine Shrimp Lethality Test Method” 
 
Waru (Hibiscus tiliaceus L.) is one type of plant medicines is still rarely used 
in society. This study aims to determine the toxic effects of hibiscus extract on larvae 
of Artemia salina Leach. 300 g leaves waru was extracted by maceration with n-
hexane, then the pulp was extracted again with methanol. Extracts obtained toxicity 
test with Brine Shrimp Lethality Test. The results showed methanol extract of the 
most toxic to the larvae of A. salina LC50 78.24 μg/ml. Methanol extract was 
fractionated by vacuum liquid column chromatography fraction 5 obtained by a 
combination of fractions A, B, C, D and E. Fraction D is the most active fraction with 
LC50 value of 8.974 μg/ml, and identified including triterpene compound group. 
Key words: Brine Shrimp Lethality Test (BST), the leaves of waru (Hibiscus tiliaceus 
L), the methanol extract. 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
Kutipan Sabda Rasulullah SAW “ … Obat yang diketahui oleh orang 
yang mengetahui & tidak diketahui oleh orang yang tidak mengetahui”. 
Memberikan motivasi bagi para dokter atau farmasis muslim untuk terus 
melakukan penelitian guna menemukan obat – obat bagi berbagai penyakit. Obat 
yang benar – benar efektif, tepat, dan manjur. Lebih dari itu, juga diserukan 
untuk menciptakan obat – obat baru yang lebih baik daripada obat – obat yang 
telah ada sebelumnya (Ahmad 2009, 19). 
Indonesia sangat kaya dengan tumbuhan obat yang dimanfaatkan untuk 
obat tradisional dan telah lama digunakan secara empirik yang memberi manfaat 
dalam meningkatkan kesehatan tubuh dan pengobatan berbagai penyakit 
(Wibisana, 1990). Salah satu tumbuhan obat yang digunakan oleh masyarakat 
adalah waru (Hibiscus tiliaceus L) (Dalimartha,2007). 
Dalam pengobatan tradisional atau secara  empiris Hibiscus tiliaceus L. 
yang di Indonesia dikenal dengan waru atau baru, akar waru digunakan sebagai 
pendingin bagi sakit demam, daun waru membantu pertumbuhan rambut, sebagai 
obat batuk, obat diare berdarah/berlendir, amandel. Bunga digunakan untuk obat 
trakhoma dan masuk angin (Martodisiswojo dab Rajakwangun, 1995). Efek 
bahan alam erat hubungannya dengan senyawa kimia yang terkandung.  Pada 
bunga mengandung antosianin, 3 isokuersitrin, jiperin, hiperosida, rutin, 
kuersetin-4-glukosida, spireoside, kuersimeritrin, sianidin 3,5-diglikosida, 
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sianidin3-rutinoside-5-glukosida. Daunnya mengandung saponin, flafonoid dan 
polifenol. Sedangkan akarnya mengandung saponin, flafonoid dan tannin (Heyne 
K, 1987). 
Pada tahun 2006, Chen berhasil mengisolasi senyawa aktif yang 
terkandung dalam ekstrak kulit batang waru (Hibiscus tiliaceus) serta menguji 
sitotoksisitasnya pada sel kanker kolon HT-29. IC50 yang diperoleh dari uji 
sitotoksisitas tersebut sangat poten yaitu < 4 μg/mL.  
Peneliti sebelumnya (asri subekti) juga telah melakukan penelitian dengan 
menggunakan tanaman dari genus malvaceae yang lain Hibiscus mutabilis  
tentang uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun waru landak (Hibiscus 
mutabilis L) terhadap staphilococcus aureus dan eschericia coli Serta Brine 
Shrimp Lethality Test. Adanya persamaan genus tersebut tidak menutup 
kemungkinan adanya kandungan senyawa dan khasiat yang sama. 
Metode Brine Shrimp Lethality Test merupakan salah satu metode 
bioassay yang dipertimbangkan sebagai uji pendahuluan toksisitas dan digunakan 
untuk mendeteksi racun jamur, toksisitas ekstrak tanaman, logam berat, pestisida, 
dan uji sitotoksisitas bahan pembuatan gigi (Khrisnaraju. 2006, 4:115-125). 
Metode ini sering digunakan untuk praskrining terhadap senyawa aktif yang 
terkandung di dalam ekstrak tanaman karena murah, mudah (tidak perlu kondisi 
aseptis) dan dapat dipercaya. Lebih dari itu larva udang ini juga digunakan untuk 
praskrining terhadap senyawa-senyawa yang diduga berkhasiat sebagai antitumor. 
Dengan kata lain, uji ini mempunyai korelasi positif dengan potensinya sebagai 
antikanker (Sukardiman dkk). Sifat sitotoksik dapat diketahui berdasarkan jumlah 
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kematian larva pada konsentrasi tertentu. Suatu ekstrak dikatakan toksik jika 
memiliki nilai LC50 kurang dari 1000 µg/ml setelah waktu 24 jam. 
Berdasarkan uraian di atas, maka akan dilakukan penelitian dengan 
mengekstraksi komponen kimia daun waru (Hibiscus tiliaceus) dengan 
menggunakan pelarut n-heksan dan metanol. Selanjutnya akan dilakukan 
fraksinasi dan uji toksisitas menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test. 
 
B. Rumusan Masalah  
Berdasarkan uraian yang telah dipaparkan, maka yang menjadi rumusan 
masalah  dalam penelitian ini adalah: 
1. Ekstrak daun waru (Hibiscus tiliaceus L) manakah yang kandungan kimianya 
paling toksik terhadap larva Artemia salina Leach. 
2. Berapakah nilai LC50 ekstrak n-heksan, ekstrak metanol, dan hasil fraksinasi 
ekstrak teraktif daun waru. 
C. Maksud Penelitian 
Untuk mengetahui toksisitas terhadap larva Artemia salina Leach. 
D. Tujuan Penelitian 
1. Untuk mengetahui efek toksisitas dari ekstrak daun waru (Hibiscus tiliaceus 
L) Terhadap larva udang (Artemia salina Leach). 
2. Untuk melakukan skrining komponen kimia ekstrak daun waru yang memiliki 
efek toksik Terhadap larva udang (Artemia salina Leach). 
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E. Manfaat Penelitian 
Manfaat dari penelitian ini adalah untuk menambah data ilmiah tentang 
toksisitas dari ekstrak daun waru (Hibiscus tiliaceus L) 
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BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
 
A. Uraian Tumbuhan Waru 
1. Klasifikasi 
Divisi  : Spermatophyta 
Anak divisi :   Gymnospermae 
Kelas  : Dikotiledoneae 
Anak kelas  : Apetalae 
Bangsa   : Malvales 
Suku  : Malvaceae 
Marga   : Hibiscus 
Jenis  : Hibiscus tiliaceus L (Gembong, 2004). 
2. Nama Daerah  
Bauk (melayu)- Melanding (bangka)- Waru laut (sunda)- Waru lengis 
(jawa)- Waru, Baru (makassar), Balebbirang, Paru (bugis) dan Papatale 
(maluku) (Heyne K, 1987).  
3. Morfologi 
Tumbuhan tropis berbatang sedang, terutama tumbuh di pantai yang 
tidak berawa atau di dekat pesisir, waru tumbuh liar di hutan dan di ladang, 
kadang-kadang di tanam di pekarangan atau di tepi jalan sebagai pohon 
pelindung. Pada tanah yang subur, batangnya lurus, tetapi pada tanah yang 
tidak subur batangnya tumbuh membengkok, pecabangan dan daun-daunnya 
lebih besar (Heyne K, 1987). 
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Merupakan pohon dengan tinggi mencapai 15 m. Batang berkayu, 
berbentuk bulat, bercabang, dan berwarna coklat. Daun bertangkai, tunggal 
dan berbentuk jantung atau bundar telur, pertulangan menjari, bagian bawah 
berambut abu-abu, dan berwarna hijau, bunga tunggal, bertajuk delapan 
sampai sebelas, panjang kelopak 2,5 cm, mahkota berbentuk lepas dengan 
panjang 5-7 cm, pangkal bagian dalam berwarna kuning dengan noda ungu, 
benang sari berlekatan, kepala sari berwarna kuning, putik berwarna coklat 
kehitaman, bakal buah beruang lima dan berwarna putih kekuningan. Biji 
berukuran kecil dan berwarna coklat muda. Kulit kayu berserat dan bisa 
digunakan untuk membuat tali. Akar tunggang dan berwarna putih 
kekuningan (Heyne K, 1987). 
4. Kandungan Kimia  
Daun mengandung saponin, flavonoid, dan polifenol. Sedangkan 
akarnya mengandung saponin, flavonoid dan tanin (Heyne K, 1987). 
5. Kegunaan 
Berkhasiat sebagai obat TBC paru-paru, demam, bisul, penyubur 
rambut rontok, sebagai antiradang, antitoksik, peluruh dahak, peluruh kencing, 
penurun panas dan peluruh haid (Heyne K, 1987). 
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B. Uraian Artemia Salina Leach 
      1. Klasifikasi  
Filum   : Arthropoda 
 Kelas   : Crustaceae 
 Subkelas : Branchiopoda 
 Bangsa  : Anostraca 
 Suku    : Artemiidae 
 Marga   : Artemia 
 Jenis    : Artemia salina Leach (Mudjiman 1988) 
      2. Morfologi 
Artemia merupakan kelompok udang-udangan dari phylum Arthopoda. 
Artemia hidup di danau-danau garam (berair asin) yang ada di seluruh dunia. 
Udang ini toleran terhadap selang salinitas yang sangat luas, mulai dari nyaris 
tawar hingga jenuh garam. Apabila kadar garam kurang dari 6 % telur Artemia 
akan tenggelam sehingga telur tidak bisa menetas, sedangkan apabila kadar 
garam lebih dari 25 % telur akan tetap berada dalam kondisi tersuspensi, 
sehingga dapat menetas dengan normal (Purwakusuma,2009)  
Tingkat hidup Artemia salina Leach mengalami beberapa tingkatan, 
tetapi secara jelas dapat dilihat dalam 3 bentuk yang sangat berlainan yaitu 
bentuk telur, nauplius (larva) dan artemia dewasa. 
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Secara berkala, pada saat air laut atau danau menguap, partikel-partikel 
yang berwarna coklat, berdiameter sekitar 0,2-0,3 mm akan naik ke 
permukaan, oleh angin akan dibawa hanyut ke darat. Partikel tersebut 
merupakan telur–telur yang inaktif atau tidur dari Artemia salina. Sepanjang 
telur-telur tersebut terdehidrasi dan dalam keadaan diapauze, akan memiliki 
ketahanan dan kestabilan dalam penyimpanan yang lama. 
Jika telur-telur tersebut (yang embrionya dalam keadaan diapauze) 
direndam ke dalam larutan bergaram (air laut), telur akan menyerap air laut 
hingga menggembung. Proses penyerapan ini berlangsung  secara 
hiperosmotik yaitu adanya tekanan osmose di dalam telur yang lebih tinggi 
daripada diluarnya. Setelah telur menggembung  dan metabolisme berlangsung 
terus, maka mulailah cangkang telur pecah.  Untuk mencapai tingkatan ini 
dibutuhkan waktu sekitar 15 jam. Terjadinya pemecahan cangkang telur yang 
keras itu dibantu oleh kegiatan enzim yaitu enzim penetasan pada pH lebih 
dari 8. Sekitar 17 jam perendaman, embrio yang keluar dari cangkang yang 
masih dibungkus oleh selaput penetasan tumbuh terus hingga akhirnya keluar 
dari selaputnya menjadi makhluk hidup baru, yaitu sebagai buruyak, tingkatan 
nauplius (larva). Sampai disini kira-kira telah memakan waktu 19 jam, hingga 
rata-rata berkisar antara 24-36 jam. Dalam perkembangan selanjutnya, burayak 
mengalami metamorfosis. Pada tingkatan Instar I, kandungan energi masih 
cukup tinggi. Sekitar 24 jam kemudian, mereka sudah berubah menjadi instar 
II mulai mempunyai mulut, saluran pencernaan dan dubur. Oleh karenanya 
mereka mulai mencari makanan. Demikian seterusnya sampai instar XV. 
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Setelah itu berubah menjadi artemia dewasa. Proses ini biasanya berlangsung 
1-3 minggu. 
Tubuh terbagi atas bagian kepala, dada, dan perut. Pada bagian kepala 
terdapat 2 tangkai mata, 2 antena dan 2 antenula. Dada terbagi atas 11 segmen 
yang masing-masing mempunyai sepasang kaki renang, sedangkan perut 
terbagi atas 8 segmen. Artemia salina dewasa bentuknya telah sempurna. 
Reproduksi Artemia salina dapat dengan bertelur atau dengan 
melahirkan anak. Pergantian reproduksi ini dimungkinkan oleh jumlah klorofil 
dalam makanannya dan faktor oksigen dalam lingkungan. Konsentrasi oksigen 
yang rendah dan klorofil yang tinggi dalam makanannya menyebabkan 
reproduksi dengan telur, dan sebaliknya akan menyebabkan reproduksi dengan 
melahirkan anak (Mudjiman 1988, 15-25). 
Kandungan kimia yang terdapat dalam  tubuh Artemia salina  adalah 
protein dan asam lemak yang tinggi. Nilai nutrisi Artemia dewasa mempunyai 
keunggulan, yaitu kandungan proteinnya meningkat dari rata-rata 47 % pada 
nauplius menjadi 60 % pada Artemia dewasa yang telah dikeringkan 
(Gebon,2009). 
C. Ekstraksi, Fraksinasi dan Identifikasi Senyawa Bioaktif 
1. Ekstraksi  
Proses untuk mendapatkan ekstrak disebut ekstraksi, yaitu  penyarian 
zat berkhasiat atau zat aktif dari bagian tanaman obat, hewan dan beberapa 
jenis ikan termasuk biota laut (Dirjen POM 1986).  
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Ragam ekstraksi yang tepat sudah tentu bergantung pada tekstur dan 
kandungan air bahan tumbuhan yang diekstraksi dan pada jenis senyawa yang 
diisolasi. Umumnya kita perlu „membunuh‟ jaringan tumbuhan untuk 
mencegah terjadinya oksidasi enzim atau hidrolisis. Bila ampas jaringan, pada 
ekstraksi  ulang, sama sekali tak berwarna hijau lagi, dapat dianggap semua 
senyawa berbobot molekul rendah telah terekstraksi (Harborne,1987, 6). 
a. Tujuan Ekstraksi 
Tujuan ekstraksi adalah untuk menarik komponen kimia dari 
tanaman. Ekstrak adalah senyawa aktif dari tanaman atau jaringan hewan, 
dengan menggunakan pelarut yang selektif. Proses ekstraksi ini 
berdasarkan pada kemampuan pelarut organik untuk menembus dinding 
sel dean masuk dalam rongga sel yang mengandung zat aktif (Dirjen   
POM,1986). 
b. Jenis-Jenis Ekstraksi 
Proses ekstraksi dapat dilakukan secara panas dan secara kering. 
Ekstraksi secara panas yaitu dengan metode refluks dan destilasi uap air, 
sedangkan ekstraksi dingin yaitu dengan maserasi, perkolasi dan 
soxhletasi (Sudjadi,1988, 60) 
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c. Ekstraksi secara Maserasi 
Istilah maceration berasal dari bahasa latin macerare, yang artinya 
merendam (Ansel,1989). Maserasi merupakan jenis ekstraksi yang sangat 
sederhana yang dilakukan dengan cara merendam bahan simplisia dalam 
cairan penyari. Umumnya zat aktif yang terkandung dalam tanaman 
maupun hewan lebih larut dalam pelarut organik. Proses terekstraksinya 
zat aktif dalam tanaman adalah sebagai berikut, pelarut organik akan 
menembus dinding sel dan masuk kedalam rongga sel tanaman atau 
hewan yang mengandung zat-zat aktif. Zat –zat aktif tersebut  akan 
terlarut sehingga  akan terjadi perbedaan konsentrasi antara larutan zat 
aktif di dalam sel dan pelarut organik diluar sel. Maka larutan terpekat  
akan berdifusi keluar sel, dan proses ini berulang terus sampai terjadi 
kesetimbangan  antara konsentrasi zat aktif di dalam dan di luar sel 
(Dirjen POM, 1986). 
Maserasi dilakukan dengan cara memasukkan 10 bagian simplisia 
dengan derajat halus yang cocok ke dalam bejana, kemudian dituangi 
dengan cairan  penyari 75 bagian, ditutup dan dibiarkan selama 5 hari, 
terlindung dari cahaya sambil sesekali diaduk (Dirjen POM, 1986).  
Lamanya waktu maserasi berbeda-beda tergantung pada sifat atau 
ciri campuran serbuk atau pelarut. Lamanya harus cukup supaya dapat 
memasukisemua rongga dari struktur serbuk dan melarutkan semua zat 
yang mudah larut. Lamanya maserasi bisa memerlukan waktu beberapa 
jam atau beberapa hari untuk ekstraksi yang optimum.  
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2. Fraksinasi dengan Kromatografi Kolom Cair Vakum 
Kromatografi adalah suatu metode fisik, dimana komponen-komponen 
yang dipisahkan didistribusikan diantara 2 fasa, salah satu fasa tersebut adalah 
fasa stasioner dangan permukaan yang luas, yang lainnya sebagai fluida yang 
mengalir lembut di sepanjang landasan stasioner. Dalam semua teknik 
kromatografi, zat-zat terlarut yang dipisahkan bermigrasi sepanjang kolom, dan 
tentu saja dasar pemisahan terletak dalam laju perpindahan sebuah zat terlarut 
sebagai hasil dua faktor, yang satu cenderung menggerakkan zat terlarut itu, 
dan yang lain menahannya (Jr, R.A Day dan Underwood, A.L 2002) 
Solut akan terelusi menurut perbandingan distribusinya. Jika perbedaan 
perbandingan distribusi solut cukup besar maka campuran-campuran solut 
akan mudah dan cepat dipisahkan. Solut yang tidak tertahan akan bermigrasi 
dengan kecepatan yang sama dengan fase gerak, karena perbandingan 
distribusi dan faktor retensinya sama dengan fase gerak. Nilai minimum Rf 
adalah 0 dan ini teramati jika solut tertahan pada posisi titik awal di permukaan 
fase diam (Rahman, A 2007). 
Kromatografi cair vakum memiliki kekeuatan melarutkan yang bagus, 
mudah diaplikasikan dalam kromatogrfi skala besar (sampai 100 g) dan cepat. 
Teknik ini ekonomis dan secara signifikan mengurangi penggunaan pelarut dan 
jumlah silika yang digunakan. Artinya setiap komponen akan terdapat di 
sedikit fraksi dan mengurangi tercampurnya setiap fraksi jika diamati 
(Pedersen, D.S., Rosenbohm 2009).    
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Kromatografi kolom cair vakum menggunakan corong Buchner kaca 
masir atau kolom pendek dan dapat pula menggunakan kolom yang lebih 
panjang. Kolom kromatografi dikemas kering (biasanya dengan penjerap  KLT 
10-40 mikrometer) dalam keadaan vakum agar diperoleh kerapatan kemasan 
maksimum. Vakum dihentikan, pelarut yang kepolarannya rendah dituangkan 
ke permukaan penyerap lalu divakumkan lagi. Kolom dihisap sampai kering 
dan siap digunakan. Sampel dilarutkan dalam pelarut yang cocok kemudian 
dimasukkan pada bagian atas kolom atau pada lapisan prapenyerap (tanah 
diatomae, celite) dan dihisap perlahan-lahan ke dalam kemasan dengan 
menvakumkannya. Kolom dielusi dengan campuran pelarut yang cocok, mulai 
dengan pelarut yang kepolarannya rendah lalu kepolaran ditingkatkan, kolom 
dihisap sampai kering pada setiap pengumpulan fraksi. Oleh karena itu 
kromatografi cair vakum menggunakan tekanan rendah untuk meningkatkan 
laju aliran fase gerak (Hostetmann, K., M. Hostettmann dan A. Marston 1985). 
3. Identifikasi Senyawa Bioaktif 
Sebelum melakukan isolasi terhadap suatu senyawa kimia yang 
diinginkan dalam suatu tumbuhan maka perlu dilakukan identifikasi 
pendahuluan kandungan senyawa metabolit sekunder yang ada pada masing-
masing tumbuhan, sehingga dapat diketahui kandungan senyawa yang ada 
secara kualitatif dan mungkin juga secara kuantitatif golongan senyawa yang 
dikandung oleh tumbuhan tersebut (Darwis,2000, 4) 
Pada identifikasi suatu kandungan tumbuhan, setelah kandungan itu 
diisolasi dan dimurnikan, pertama-tama harus kita tentukan dahulu 
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golongannya, kemudian barulah ditentukan senyawa dalam golongan tersebut. 
Sebelum itu, keserbasamaan senyawa tersebut harus diperiksa secara cermat, 
artinya senyawa harus membentuk bercak tunggal dalam beberapa sistem KLT 
dan/ atau KKt (Harborne, 1987).   
Terdapat berbagi kemungkinan untuk deteksi senyawa tanpa warna 
pada kromatogram. Deteksi paling sederhana adalah jika senyawa 
menunjukkan penyerapan di daerah UV gelombang pendek (radiasi utama 
pada kira-kira 254 nm) atau jika senyawa itu dapat dieksitasi ke fluoresensi 
radial UV gelombang pendek dan/atau gelombang panjang (365 nm). Jika 
dengan kedua cara itu senyawa tidak dapat dideteksi, harus dicoba dengan 
pereaksi kimia; pertama tanpa dipanaskan, kemudian bila perlu dengan 
dipanaskan ( Stahl, E 1985, 13).  
Kromatografi lapis tipis merupakan suatu cara pemisahan dengan 
adsorbsi pada lapisan adsorben. Penggunaannya telah meluas dan telah diakui 
merupakan cara pemisahan yang baik, khususnya untuk kegunaan analisis 
kualitatif. Ini juga dapat digunakan untuk memisahkan berbagai senyawa 
seperti ion-ion anorganik, dan senyawa-senyawa organik sintetik (Adnan M, 
1997). 
Kromatografi berguna dalam fraksinasi, tidak hanya sebagai proses 
akhir dari pemurnian sejumlah kecil senyawa yang hampir murni, tetapi juga 
sebagai metode untuk mendisain tipe-tipe pemisahan kolom serta memonitor 
komposisi fraksi yang diperoleh dari proses-proses fraksinasi lainnya 
(Hughton, Peter, J., Rahman, A., 1998). 
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Pada semua prosedur kromatografi, kondisi optimum untuk suatu 
pemisahan merupakan hasil kecocokan antara fase diam dan fase gerak. Dalam 
KLT, fase diam harus mudah didapat. Pada umumnya sebagai fase diam 
digunakan silika gel. Fase diam dikelompokkan berdasarkan sifat kimianya, 
dapat digolongkan senyawa organik dan anorganik. Dan sebagai fase gerak 
digunakan sistem pelarut campuran dua atau lebih cairan untuk memodifikasi 
kepolaran dan pH fase gerak (Sudjadi, 1988). Pemilihan sistem pelarut yang 
tidak tepat akan menyebabkan tidak tercapainya pemisahan atau bahkan 
sampel tidak boleh kembali dari kolom kromatografi (Salituro, G.M., 
Dufresne,C., 1998). 
Pemisahan komponen kimia yang dipisahkan dengan kromatografi 
lapis tipis tergantung pada jenis pelarut, zat penjerap dengan sifat daya serap 
masing-masing komponen. Komponen yang terlarut akan terbawa oleh fase 
gerak dengan kecepatan pemindahan yang berbeda-beda. Perbandingan 
kecepatan bergeraknya komponen terlarut dalam fase gerak (pelarut) adalah 
dasar untuk mengidentifikasi komponenkimia yang dipisahkan. Perbandingan 
kecepatan ini dinyatakan dalam Rf (retardation factor) dengan persamaan :  
 
Beberapa faktor yang mempengaruhi harga Rf, antara lain :  
1. Struktur kimia dari senyawa yang dipisahkan 
2. Ukuran partikel penjerap  
3. Derajat keaktifan lapisan penjerap 
4. Kemurnian dan konsentrasi pelarut 
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5. Tabel dan kerataan lapisan penjerap  
6. Kejenuhan ruang elusi  
7. Terdapatnya pengotoran pada ekstrak  
8. Jumlah cuplikan yang digunakan  
9. Perbandingan eluen 
10. Suhu  
11. Kesetimbangan 
Harga Rf merupakan karakteristik pada KLT. Harga ini merupakan 
kecepatan migrasisuatu senyawa pada kromatogram dan pada kondisi konstan 
merupakan besaran karakteristik dan reprodusibel. 
Sistem pelarut dari KLT dapat dipilih dari pustaka, tetapi lebih sering 
kita mencoba-coba saja karena waktu yang diperlukan sebentar. Pemilihan 
sistem pelarut atas dasar like disolves like berarti untuk memisahkan sampel 
yang bersifat nonpolar digunakan sistem pelarut nonpolar. Proses 
pengembangan akan lebih baik bila ruangan pengembangan tersebut telah 
jenuh dengan uap sistem pelarut. Hal ini dapat tercapai dengan meletakkan 
kertas filter pada dinding ruangan dengan dasar kertas tersebut tercelup pada 
sistem pelarutnya.  
Visualisasi dimaksudkan untuk melihat komponen penyusun yang 
sudah terpisah setelah proses pengembangan yaitu dengan ”charing” atau 
dengan penyemprotan dengan menggunakan reagensia tertentu (mis: H2SO4 
pekat, uap amonia) (Adnan, M., 1997). 
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D. Uji Toksisitas Dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BST) 
Belakangan ini telah banyak pengujian tentang toksisitas yang 
dikembangkan untuk pencarian produk alam yang potensial sebagai bahan 
antineoplastik. Metode pengujian tersebut antara lain Simple Brench-Top Bioassy 
(terdiri dari Brine Shrimp Lethality test, Lemna Minor Bioassy dan Crown-Gall 
Potato disc bioassay) dan pengujian pada sel telur Babi. Pengujian efek toksik 
dengan larva udang  Artemia salina dihitung dengan metode LC50 yang mana 
kematian setelah 6 jam pemaparan dimasukkan dalam kategori LC50 akut dan 
pemaparan setelah 24 jam digolongkan LC50 kronis, dan dalam pengerjaannya 
biasanya digunakan LC50 setelah 24 jam mengingat kelarutan ekstrak yang sukar 
larut membutuhkan waktu yang lebih panjang (McLaughlin 1991, 2: 107-110). 
Metode ini sering digunakan untuk praskrining terhadap senyawa aktif 
yang terkandung di dalam ekstrak tanaman karena murah, mudah (tidak perlu 
kondisi aseptis) dan dapat dipercaya. Sifat sitotoksik dapat diketahui berdasarkan 
jumlah kematian larva pada konsentrasi tertentu. Uji pendahuluan toksisitas 
digunakan untuk mengetahui toksin jamur, toksisitas ekstrak tanaman, logam 
berat, toksin cyanobacteria, pestisida, dan uji sitotoksisitas bahan pembuatan gigi 
(Carballo, et al., 2002). 
Uji toksisitas menggunakan larva A. salina (Brine shrimp lethallity test = 
BST) sering dianalogkan dengan kemampuan suatu bahan obat yang memiliki 
efek antikanker. Metode ini disarankan untuk digunakan pada skrining senyawa 
bioaktif bahan alam karena menunjukkan adanya korelasi dengan metode 
sitotoksik in vitro lainnya. (Carballo, et al., 2002). 
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Toksisitas didefinisikan sebagai kemampuan suatu zat untuk menimbulkan 
keracunan. Toksisitas merupakan suatu sifat relatif dari zat kimia dan sejauh 
menyangkut diri manusia secara langsung atau tidak langsung. Uji toksisitas 
dibagi 2 golongan yaitu uji toksisitas tak khas (akut, subkronis dan kronis) dan uji 
toksisitas khas yang meliputi potensi teratogenik, mutagenik dan karsinogenik. 
Uji toksisitas akut dengan hewan uji A. Salina dapat digunakan sebagai 
uji pendahuluan pada penelitian yang mengarah ke uji sitotoksik, karena ada kaitan 
antara uji sitotoksik akut dengan uji sitotoksik jika harga LC50 dari toksisitas akut 
< 1000 µg/mL (Mayer et al.,1982). 
E. Tinjauan Islam Mengenai Penelitian Tanaman Obat 
 Ada sebagian orang yang menganggap agama tidak memiliki kepedulian 
terhadap kesehatan ummat manusia. Anggapan semacam ini didasari oleh 
pandangan bahwa agama hanya memperhatikan aspek-aspek rohaniah belaka, dan 
alpa terhadap aspek jasmaniah, anggapan seperti ini, seandainya benar ditemui 
dalam ajaran agama lain, namun tidak dibenarkan dalam ajaran agama Islam. 
Sebab pada kenyataannya, Islam merupakan agama yang memperhatikan dua sisi 
kebaikan; kebaikan duniawi dan kebaikan ukhrawi. Al-Qur‟an dan sunnah Nabi 
telah memberikan perhatian yang semestinya terhadap kesehatan manusia, baik 
kesehatan fisik dan jiwanya (Al-Qaradhawi 2001, 157-158). 
Kesehatan merupakan salah satu hak bagi tubuh manusia “demikian sabda 
Nabi SAW. Karena kesehatan merupakan hak bagi manusia, sesuatu yang sesuai 
dengan fitrah manusia maka Islam menegakkan perlunya istiqomah memantapkan 
dirinya dengan menegakkan agama Islam. Satu-satunya jalan dengan 
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melaksanakan perintah-perintah-Nya dan menjauhi larangan-Nya. Allah 
berfirman                                                           
                         
Terjemahannya :   
“Hai manusia, sesungguhnya telah datang kepadamu pelajaran dari 
Tuhanmu dan penyembuh-penyembuh bagi penyakit-penyakit (yang 
berada) dalam dada dan petunjuk dan rahmat bagi orang-orangnya yang 
beriman” (Q,S: Yunus 57).   
 
Ungkapan “ Penyembuh bagi penyakit”, bisa bersifat umum, sehingga 
termasuk di dalamnya penyakit-penyakit mematikan dan berbagai penyakit 
lainnya. Allah sendiri telah menjadikan untuk penyakit tersebut obat-obatan yang 
dapat menyembuhkannya.  
Islam sangat menghargai bentuk-bentuk pengobatan yang didasari oleh ilmu 
pengetahuan, penelitian, eksperimen ilmiah dan hukum sebab akibat. Pengobatan 
versi Rasulullah, adalah pengobatan yang merujuk pada ilmu pengetahuan dan 
eksperimen, bukan pada perkiraan dan fatamorgana belaka. Rasulullah SAW 
bersabda  
 
Terjemahannya:  
Barang siapa yang mengobati, namun ia tidak menguasai ilmu 
pengobatan, maka ia harus bertanggung jawab (HR, Abu Daud).  
Islam memberikan pengakuan dan penghargaan terhadap orang-orang 
yang memiliki spesialisasi dan pengalaman. Karena setiap ilmu ada perkaranya, 
dan setiap keterampilan ada ahlinya. Sehingga, tentu saja informasi dari orang 
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yang tahu berbeda dari orang yang tidak tahu. Muslim dan Ahmad meriwayatkan 
dari Jabir,  
                                       
Terjemahannya : 
 
“Sesungguhnya Allah tidaklah menurunkan penyakit kecuali Dia turunkan 
pula obatnya bersamanya. (Hanya saja) tidak mengetahui orang yang tidak 
mengetahuinya dan mengetahui orang yang mengetahuinya.” (HR. Ahmad 
1/377, 413 dan 453. Dan hadits ini dishahihkan dalam Ash-Shahihah no. 
451) 
 
Hadist ini menunjukkan diisyaratkan dan diperintahkannya berobat, Allah 
SWT menjadikan setiap penyakit ada obatnya. Hal ini mengandung anjuran dan 
dorongan kuat untuk terus melakukan pengkajian, penelitian dan penemuan obat-
obatan yang efektif untuk mengobati penyakit (Ahmad, 2009). 
Kebutuhan akan obat-obatan di era modern seperti sekarang sangat besar 
seiring munculnya berbagai macam penyakit yang belum ditemukan obatnya. 
Tumbuhan merupakan salah satu ciptaan Allah yang dapat digunakan sebagai 
obat.  
Allah berfirman dalam Q,S lukman/31:10. 
                                       … 
 
Terjemahannya : 
…Dan kami turunkan hujan dari langit, lalu kami tumbuhkan dari padanya 
segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik. 
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Maka dari ayat diatas dapat disimpulkan bahwa Allah tidak menciptakan 
sesuatu tanpa manfaat, dalam hal ini adalah daun waru. Daun waru ini merupakan 
tumbuhan liar tapi Allah tidak menciptakannya dengan sia-sia, tumbuhan tersebut 
sangat bermanfaat bagi manusia, tapi harus dibarengi dengan ilmu pengetahuan 
karena bila memiliki ilmu pengetahuan, maka dari tumbuh-tumbuhan tersebut 
dapat dihasilkan sesuatu yang bermanfaat bagi kehidupan manusia. Allah 
berfirman dalam Q,S Al An‟am, 59: 
      … 
Terjemahannya : 
 …dan tiada sehelai daun pun yang gugur melainkan Dia mengetahuinya 
 Ayat diatas menggambarkan bahwa tidak ada sehelai daun yang berguguran 
tanpa seizi-Nya, terlebih pada ciptaan-Nya tidak ada satupun ciptaan-Nya yang 
tidak memiliki manfaat.  
Oleh karena itu, manusia harus senantiasa mengembangkan ilmu 
pengetahuannya seperti ilmu yang membahas tentang obat yang berasal dari alam, 
misalnya tumbuh-tumbuhan. Sehingga mampu memecahkan penyakit masyarakat 
modern tersebut (Djaelani). 
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BAB III 
METODE PENELITIAN 
 
A.  Alat dan Bahan  
1. Alat- Alat yang Digunakan 
Aerator, cawan porselin, chamber, corong pisah, corong, erlenmeyer 
(Pyrex), gelas ukur, kompor listrik, lampu UV 254,  366 nm, mikropipet 
(Socorex), neraca analitik, oven, pipet ukur, rotavapor (IKA), sentrifuge (K), 
seperangkat alat kromatografi cair vakum, seperangkat alat uji BST, spatel 
besi, spoit, statif dan klem, timbangan kasar (O’Hauss), vial, vortex mixer 
(K), wadah maserasi. 
2. Bahan- Bahan yang Digunakan 
Air suling, lempeng silika gel GF254 (E.Merck), metanol, NaCl, pereaksi 
AlCl3 5%, Dragendorf, FeCl3 5 %, H2SO4 10 %, kaca pembesar, n-heksan, 
ragi, sampel daun waru (Hibiscus tiliaceus L), silika gel 60 PF254 (E.Merck). 
B.   Penyiapan Sampel 
1. Pengambilan Sampel 
Sampel daun waru (Hibiscus tiliaceus L) diambil dari Kabupaten 
Gowa, Sulawesi Selatan pada pagi hari. Daun yang diambil adalah daun 
yang sehat, tidak berjamur, dan tidak berwarna kuning.  
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2. Pengolahan Sampel 
Sampel yang telah dikumpulkan kemudian dibersihkan dari kotoran, lalu 
dicuci dengan air bersih. Setelah itu sampel dikeringkan dengan cara diangin-
anginkan, terlindung dari sinar matahari kemudian dipotong-potong kecil dan 
diserbukkan.  
C. Ekstraksi Sampel 
Sampel waru (Hibiscus tiliaceus L) yang telah kering ditimbang 
sebanyak 300 g dimasukkan ke dalam wadah maserasi, kemudian sampel 
dibasahi dengan pelarut dan didiamkan selama 1 jam lalu dituangi dengan 
pelarut n-heksan hingga sampel terendam semua. Wadah maserasi ditutup dan 
disimpan selama 24 jam di tempat yang terlindung sinar matahari langsung 
sambil sesekali diaduk, selanjutnya disaring, dipisahkan antara ampas dan 
filtrat. Ampas diekstraksi kembali dengan pelarut n-heksan. Hal ini dilakukan 
selama 3x24 jam. Filtrat yang diperoleh kemudian dikumpulkan dan diuapkan 
hingga diperoleh ekstrak n-heksan yang kental. Dengan cara yang sama, 
ampas diekstraksi kembali dengan pelarut metanol sehingga diperoleh ekstrak 
metanol. Masing-masing ekstrak diuji toksisitasnya dengan metode BST dan 
ekstrak yang paling aktif difraksinasi lebih lanjut.  
D.   Uji Toksisitas dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test 
1.  Penyiapan Larva Udang 
Telur udang ditetaskan dalam wadah penetas dengan menggunakan air 
laut (pembuatannya menggunakan 38 g garam laut dalam 1 L air). Penetas 
dilengkapi dengan lampu sebagai sumber cahaya dan diberi aerator sebagai 
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oksigen dan menjaga agar telur tidak mengendap. Wadah yang digunakan 
berbentuk kerucut. Telur dimasukkan pada wadah dan akan menetas kira-kira 
24 jam setelah ditaburkan. Larva yang digunakan dalam pengujian adalah 
larva yang berumur 48 jam. 
2. Pembuatan Konsentrasi Sampel dan Kontrol 
Ekstrak metanol dan n-heksan daun waru (Hibiscus tiliaceus L) 
ditimbang sebanyak 30 mg. Ekstrak metanol dilarutkan dalam pelarut 
CHCl3:Metanol(1:1) dan ekstrak n-heksan dilarutkan dalam CHCl3 masing-
masing sebanyak 3 ml sehingga diperoleh konsentrasi 10 mg/ml sebagai stok. 
Dari stok tersebut dipipet ke dalam flakon masing-masing 5 μl, 50 μl dan 500 
μl menggunakan mikropipet sedang volume flakon total 5 ml  untuk 
mendapatkan konsentrasi 10 μg/ml, 100 μg/ml dan 1000 μg/ml. Untuk kontrol 
negatif dilakukan dengan memasukkan pelarut saja dengan volume terbesar 
500 l. Dari uji toksisitas yang dilakukan diperoleh hasil bahwa ekstrak tang 
memiliki efek toksik  baik yaitu ekstrak metanol. Tercantum pada tabel 1. 
3.  Pelaksanaan Uji 
Sepuluh ekor larva Artemia yang telah berumur 48 jam dimasukkan 
secara random ke dalam flakon yang telah berisi sampel uji dan dicukupkan 
air laut sampai volume 5 ml. Dibuat suspensi yeast 0,6 mg/ml dan 
ditambahkan ke dalam tiap flakon masing-masing 1 tetes sebagai makanan. 
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Setelah 24 jam jumlah larva yang hidup dihitung dengan bantuan kaca 
pembesar.  
 
E.  Fraksinasi Komponen Kimia  
1. Persiapan Kolom Kromatografi Cair Vakum 
Kolom kromatografi cair vakum dibersihkan kemudian dipasang 
tegak lurus. Adsorben (silika gel 60 PF254 ) dimasukkan dalam kolom 
kemudian ditambahkan cairan pengelusi n-heksan, selanjutnya pompa 
vakum dijalankan hingga adsorben (silika gel) rapat. 
2. Pemisahan Komponen Kimia 
Ekstrak metanol yang memiliki toksisitas paling besar ditimbang 
sebanyak 3 g. Kemudian ditimbang silika gel sebanyak 20 g. Ditambahkan 
sedikit silika gel dari penimbangan tadi dan metanol kemudian diaduk 
hingga homogen, didiamkan hingga kering. Setelah kering dimasukkan ke 
dalam kolom dan bagian atasnya ditutup dengan kertas saring. 
Ekstrak metanol difraksinasi menggunakan kromatografi kolom cair 
vakum (KCV) memakai  fase diam silika gel 60 PF254 dan fase gerak dengan 
gradien kepolaran yang meningkat yaitu berturut-turut  n-heksan, n-
heksan:etil asetat (20:1), (15:1), (10:1), (5:1), (1:1), (1:5), etil asetat, etil 
asetat:metanol (1:1), metanol:asam asetat (1:1). Hasil fraksinasi diperoleh 
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12 fraksi. Masing-masing fraksi dimonitor komponen kimianya dengan 
KLT  menggunakan fase diam silika gel GF254 dan fase gerak n-heksan : etil 
asetat (2:1).  Fraksi yang memiliki profil KLT  yang sama digabung hingga 
diperoleh 5 fraksi yaitu fraksi A (fraksi 1 - 3), B (fraksi 4 -5), C (fraksi 6 - 
7), D (fraksi 8 - 11) dan fraksi E (fraksi 12) . Masing-masing fraksi diuji 
toksisitasnya dengan metode BST. Fraksi D yang memiliki nilai toksisitas 
paling besar seperti tercantum pada tabel 2. 
F. Identifikasi Senyawa Bioaktif 
Fraksi dengan LC50 paling rendah (Fraksi D) ditotolkan pada 
lempeng  KLT kemudian dielusi dengan n-heksan:etil asetat (2:1), 
kromatogramnya disemprot dengan menggunakan pereaksi penampak noda 
sebagai berikut : 
1. Pereaksi H2SO4 10 % : kromatogram dipanaskan pada 105 OC selama 
5 menit dan diamati. Kebanyakan senyawa organik memberikan warna 
kuning, coklat, hitam. 
2. Pereaksi  Dragendorf : akan dihasilkan warna  jingga dengan latar 
belakang kuning untuk senyawa golongan alkaloida. 
3. Pereaksi FeCl3 5 % : akan dihasilkan warna hitam-biru atau hijau  untuk 
senyawa golongan fenol. 
4. Pereaksi Liebermann-Burchard : kromatogram terlebih dipanaskan, 
kemudian diamati di lampu UV 366. Munculnya noda berflouresensi 
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merah menunjukkan adanya triterpen, sedangkan munculnya warna hijau 
kebiruan menunjukkan adanya steroid.   
5. Pereaksi AlCl3 5% : diamati di lampu UV, akan dihasilkan noda 
berfluoresensi kuning untuk senyawa golongan flavonoid.  
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Penelitian 
1. Determinasi Tanaman 
Hasil determinasi tumbuhan berdasarkan buku Flora of Java, diperoleh 
hasil sebagai berikut : 
Famili : Malvaceae 
1.a., 2.a., 3.b., 5b., … hibiscus 
Hibiscus tiliaceus L 
1.a. Hibiscus tiliaceus (L.)  
2. Ekstraksi dan Fraksinasi Sampel 
Hasil maserasi 300 g daun waru (Hibiscus tiliaceus L) yang telah 
kering dengan metode maserasi diperoleh 20,7 g ekstrak n-heksan kental dan 
24,9 ekstrak metanol kental. 
3. Uji BST (Brine Shrimp Lethality Test) 
Skrining toksisitas ekstrak n-heksan dan ekstrak metanol daun waru 
dengan metode BST (Brine Shrimp Lethality Test) menggunakan larva 
Artemia salina Leach. dengan konsentrasi 10, 100, 1000 μg/ml diperoleh hasil 
seperti tercantum pada pada tabel 1. 
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Tabel 1. Hasil uji toksisitas ekstrak n-heksan dan ekstrak metanol daun waru 
dengan menggunakan metode BST 
No Ekstrak Kematian larva (%) / Konsentrasi (μg/ml) LC50 (µg/ml) 10 100 1000 
1 Metanol 24 40 90 78,24 
 
Ekstrak daun waru yang memiliki efek toksik yang paling besar 
terhadap Artemia salina Leach adalah ekstrak metanol daun waru. Ekstrak 
tersebut kemudian difraksinasi dengan metode kromatografi kolom cair vakum 
(KCV). Dari hasil KCV diperoleh 12 fraksi dan berdasarkan profil KLT 
digabung hingga diperoleh 5 fraksi gabungan yaitu fraksi A, B, C, D, dan E 
(gambar 3). Masing-masing fraksi diuji kembali toksisitasnya dengan metode 
Brine Shrimp Lethality Test, tapi dengan konsentrasi yang lebih kecil yaitu 0,1, 
1, 10 dan 100 μg/ml seperti yang tercantum pada tabel 2. 
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A        B       C           D       E   A        B       C            D       E 
 
 
 
 
 A       B        C             D        E 
Gambar 3.  Profil Kromatogram Lapis Tipis Hasil Kromatografi Kolom Cair 
Vakum Ekstrak methanol (Hibiscus tiliaceus L) 
Keterangan : 
Fase diam = silika gel GF254 
Fase  gerak =  n-heksan : etil asetat (2:1) 
Fraksi A = 1 - 3 
Fraksi B = 4 - 5 
Fraksi C = 6 - 7 
Fraksi D = 8 – 11 
Fraksi E = 12 
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Tabel 2. Hasil uji toksisitas ekstrak metanol daun waru (Hibiscus tiliaceus L) 
hasil fraksinasi menggunakan metode BST 
No Fraksi  Bobot (g) Kematian larva (%) / Konsentrasi (μg/ml) LC50 0,1 1 10 100 
1 B 0,06 18 26 34 52 106,82 
2 D 1,30 12 26 52 82 8,974 
3 E 1,11 8 22 42 68 18,57 
 
 Hasil uji toksisitas lima buah fraksi ekstrak metanol dengan metode 
BST menunjukkan bahwa fraksi D memiliki efek toksik yang paling besar.  
Identifikasi  dengan kromatografi lapis tipis terhadap fraksi D dengan 
berbagai penampak bercak tercantum dalam tabel 3.  
Tabel 3. Hasil uji identifikasi fraksi D  pada lempeng KLT terhadap 
beberapa  penampak bercak. 
   
Nilai 
Rf 
Penampak Bercak 
UV 254 UV 366 H2SO4 LB FeCl3 5% AlCl3 5% Dragendorff 
0,98 + - + - - - - 
0,97 - - - - - - - 
0,95 + - + - - - - 
0,92 + + + - - - - 
0,85 + + + - - - - 
0,75 + - + - - - - 
0,68 + + + - - - - 
0,67 - - - - - - - 
0,6 - + - - - - - 
0,57 - - - + - - - 
0,51 - + - - - - - 
0,47 - - - + - - - 
 
Hasil uji identifikasi dengan kromatografi lapis tipis pada fraksi D dengan 
menggunakan berbagai pereaksi semprot diketahui bahwa fraksi D dari daun 
waru mengandung senyawa golongan triterpen dan fenol (Gambar 5). 
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B. Pembahasan 
Waru (Hibiscus tiliaceus) merupakan salah satu tumbuhan obat yang 
pemanfaatannya masih terbatas,  bahkan waru (Hibiscus tiliaceus) lebih dikenal 
sebagai tumbuhan liar yang sering dijumpai di ladang-ladang yang tidak terawat. 
Mula-mula sampel berupa daun waru dipotong-potong kecil dan 
dihaluskan, hal ini dilakukan untuk memperbesar luas permukaan sampel 
sehingga kontak antara cairan penyari dan sampel lebih besar sehingga 
memudahkan penyarian komponen kimia yang terdapat pada sampel. Sampel 
diekstraksi dengan menggunakan metode maserasi dengan pelarut n-heksan 
selama 3x24 jam guna memaksimalkan penarikan komponen senyawa non polar, 
kemudian ampasnya diekstraksi kembali dengan menggunakan pelarut metanol 
dengan waktu yang sama. Sehingga diperoleh ekstrak n-heksan dan ekstrak 
metanol. Komponen kimia yang memiliki kepolaran yang rendah akan larut pada 
n-heksan dan komponen kimia yang kepolarannya lebih tinggi akan larut pada 
metanol. ekstrak yang diperoleh dari hasil maserasi yaitu: 20,7 g ekstrak n-heksan 
kental dan 24,9 g ekstrak metanol kental, ini karena senyawa yang terkandung 
dalam ekstrak daun waru kebanyakan bersifat polar maka hasil maserasi yang 
lebih banyak yaitu ekstrak metanol. 
Ekstrak yang diperoleh diuji efek toksiknya terhadap Artemia salina L 
dengan menggunakan konsentrasi 10, 100 dan 1000 µg/ml. Hal ini 
dimaksudkan untuk melihat variasi respon yang diberikan. Bila LC50 di bawah 
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1000 µg/ml dinyatakan toksik dan diatas 1000 µg/ml dinyatakan tidak toksik  
(Mayer et al.,1982). Kontrol negatif dilakukan untuk melihat apakah respon 
kematian hewan uji benar-benar berasal dari sampel dan bukan disebabkan oleh 
pelarut yang digunakan. Hasil pengujian tersebut menunjukkan bahwa ekstrak 
metanol daun waru memiliki efek toksik yang lebih besar dengan nilai LC50 = 
78,24 μg/ml dibandingkan dengan ekstrak n-Heksan dengan nilai LC50 = 
3110,16 μg/ml. Uji ketoksikan dengan larva udang ini dipilih karena sederhana, 
mudah, murah, cepat pelaksanaannya dan mempunyai korelasi positif terhadap 
efek toksiknya. 
Penggunaan larva udang Artemia salina Leach sebagai hewan uji 
ketoksikan disebabkan ukurannya yang sangat kecil sehingga tidak 
membutuhkan sampel yang banyak dan tidak sulit dalam penanganan. Metode 
BST dilakukan untuk mendeteksi keberadaan senyawa toksik yang dipakai 
untuk memonitor  dalam isolasi senyawa dari tumbuhan yang berefek toksik 
dengan menentukan harga LC50 dari senyawa aktif. Larva diuji pada saat 
berumur 48 jam atau pada instar ke 3 karena pada umur tersebut Artemia salina 
Leach mengalami pertumbuhan yang sangat cepat sehingga diasumsikan 
sebagai pertumbuhan sel yang abnormal seperti sel kanker (McLaughlin, 1991). 
Ekstrak metanol daun waru selanjunya difraksinasi dengan metode 
kromatografi cair vakum (KCV). Metode ini dipakai karena cepat dan mudah 
dalam proses pemisahan komponen kimia. Metode ini dilakukan menggunakan 
fase diam silika gel dan fase gerak dengan gradient kepolaran yang semakin 
meningkat.  
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Fraksi yang diperoleh selanjutnya diuji kembali dengan metode BST 
tetapi dengan konsentrasi yang lebih kecil yaitu 0,1µg/ml, 1 μg/ml, 10 μg/ml 
dan 100 μg/ml. Hal ini dilakukan untuk mengetahui efek toksik hasil fraksinasi 
akan lebih besar atau lebih kecil dibandingkan dengan efek toksik ekstrak awal. 
Hasil pengamatan menunjukkan bahwa fraksi D memiliki efek toksik yang 
paling besar terhadap Artemia salina Leach dengan nilai LC50 = 8,974μg/ml, 
sedangkan LC50 fraksi A = 2194,65 μg/ml; fraksi B =  106,82 μg/ml; fraksi C = 
191,65 μg/ml dan fraksi E = 18,57 μg/ml. Hasil uji BST sebelum fraksinasi 
yaitu LC50 = 78,24 65 μg/ml sedangkan hasil pengujian BST yang memiliki 
nilai LC50 terendah setelah fraksinasi yaitu LC50 = 8,974 μg/ml. Hasil LC50 
setelah dilakukan KCV lebih rendah karena memperkecil jumlah senyawa yang 
terdapat dalam ekstrak. 
Fraksi D ditotolkan pada lempeng KLT kemudian dielusi dengan n-
heksan: etil asetat (2:1). Pada uji dengan menggunakan pereaksi H2SO4 10%  
menunjukkan ada tujuh noda. Fraksi D memberikan hasil negatif terhadap 
pereaksi Dragendorf dan positif terhadap pereaksi Liebermann-Bouchard 
dengan adanya fluoresensi (hasil positif terhadap adanya komponen kimia 
golongan triterpen) dengan nilai Rf 0.57 dan 0,48. Fraksi D menunjukkan hasil 
negatif terhadap pereaksi FeCl3 5%. Fraksi D menunjukkan hasil negatif 
terhadap pereaksi AlCl3 5%. Maka fraksi D mengandung senyawa triterpen. 
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BAB V 
PENUTUP 
A. Kesimpulan  
 Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan : 
1. Ekstrak metanol daun waru (Hibiscus tiliaceus L)lebih toksik terhadap larva 
udang A.salina dibanding ekstrak n-heksan dengan nilai LC50 sebesar 78,24 
µg/ml. 
2. Fraksi D dari hasil fraksinasi ekstrak metanol daun waru (Hibiscus tiliaceus L) 
lebih toksik terhadap larva udang A.salina dibanding dengan fraksi lainnya 
dengan nilai LC50 sebesar 8,974 µg/ml. 
3. Hasil identifikasi dengan pereaksi penampak noda menunjukkan bahwa fraksi D 
mengandung senyawa golongan triterpen. 
 
B. Saran 
1. Perlu dilakukan isolasi dan identifikasi lebih lanjut senyawa aktif dari ekstrak 
metanol daun Hibiscus tiliaceus terutama fraksi  D. 
2. Perlu dilakukan uji sitotoksik terhadap ekstrak maupun fraksi D dari ekstrak  
metanol daun Hibiscus tiliaceus yang diujikan langsung terhadap sel kanker. 
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Lampiran 1. Skema kerja fraksinasi komponen  kimia ekstrak metanol daun waru 
dengan metode BST. 
 
                                                              Maserasi dengan n-Heksan 
 
   Diuapkn                                                                      maserasi dengan metanol 
  
                     
 
  
                             Uji BST dengan Konsentrasi   10,100,100 µg/ml 
                                                                                                         
                Isolasi dengan KCV  
 
 
          Uji BST dengan Konsentrasi  Dengan         Konsentrasi 0,1,1,10,100 µg/ml 
 
  
 
 
 
 
 
300 g Sampel Daun Waru 
Ampas Ekstrak n-Heksan Cair 
Ekstrak n-Heksan Kental Ekstrak Metanol Cair 
Ekstrak Metanol Kental 
Ekstrak Aktif (Metanol) KLT 
Fraksi A Fraksi B Fraksi C Fraksi D Fraksi E 
Fraksi Teraktif (Fraksi D) 
UV 254 UV 366 H2SO4 10% FeCl3 5% AlCl3 5% LB Dragendorf 
Analisis dan Pengolahan Data 
Hasil dan Pembahasan 
Kesimpulan 
KLT 
KLT 
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Lampiran 2. Pelaksanaan Uji  Brine Shrimp Lethality Test. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ekstrak Daun Waru 
 
Dibuat stok 10 mg/ml 
Kontrol pelarut 10 µg/ml  100 µg/ml 
5 replikasi 
10 ekor larva udang berumur 48 jam 
Di bawah sinar lampu selama 24 jam 
Hitung larva udang mati 
Hitung LC50 
1000 µg/ml 
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Tabel 1.   Data hasil pengamatan jumlah Larva Udang (Artemia Salina Leach) yang 
mati setelah 24 Jam perlakuan dengan Ekstrak n-Heksan dan Metanol 
Daun Waru 
Sampel 
Konsentrasi μg/ml 
1000 100 10 
Ekstrak n-Heksan 
4 3 2 
5 3 2 
5 2 1 
4 4 1 
3 3 1 
Jumlah total 21 14 5 
% Kematian 38 28 10 
Ekstrak Metanol 
9 4 2 
8 3 2 
10 5 3 
10 4 3 
10 4 2 
Jumlah total 47 20 12 
% Kematian 90 40 24 
CHCl3 : MeOH(1:1) 
0 - - 
1 - - 
Kontrol Negatif 1 - - 
0 - - 
0 - - 
Jumlah total 2 - - 
% Kematian 4 - - 
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Tabel 3. Harga Probit Sesuai Persentasenya 
Persentase Probit 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 
70 
80 
90 
- 
3,72 
4,17 
4,48 
4,75 
5,00 
5,25 
5,52 
5,84 
6,28 
2,67 
3,77 
4,19 
4,50 
4,77 
5,03 
5,28 
5,55 
5,88 
6,34 
2,95 
3,82 
4,23 
4,53 
4,80 
5,05 
5,31 
5,58 
5,92 
6,41 
3,12 
3,87 
4,26 
4,56 
4,82 
5,08 
5,33 
5,61 
5,95 
6,48 
3,25 
3,92 
4,29 
4,59 
4,85 
5,10 
5,36 
5,64 
5,99 
6,55 
3,36 
3,95 
4,33 
4,61 
4,87 
5,13 
5,39 
5,67 
6,04 
6,64 
3.45 
4,01 
4,36 
4,64 
4,90 
5,15 
5,41 
5,71 
6,08 
6,75 
3,52 
4,05 
4,39 
4,67 
4,92 
5,18 
5,44 
5,74 
6,13 
6,88 
3,59 
4,08 
4,42 
4,69 
4,95 
5,20 
5,47 
5,77 
6,18 
7,05 
3,66 
4,12 
4,45 
4,72 
4,97 
5,23 
5,50 
5,81 
6,23 
7,33 
99 
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 
7,33 7,37 7,41 7,46 7,51 7,58 7,66 7,75 7,88 8,09 
 
 
Sumber : Mursyidi, A. Statistik Farmasi Dan Biologi. Cetakan I. Jakarta: Ghalia 
Indonesia, 1984. Hal. 157. 
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Lampiran 3. Data hasil perhitungan LC50 Ekstrak Metanol daun Waru  
 
 
Persamaan garis linear : 
y = a+bx 
y = Persentase respon kematian dalam satuan probit 
x = Log-konsentrasi ekstrak methanol waru 
a = Intersep 
b = Slop 
Berdasarkan hasil perhitungan regresi diperoleh : 
a =  3,116 
b = 0,995 
r = 0,9912 
Sehingga diperoleh persamaan Regresi : 
y = 3,116+0,995x 
Untuk  Log  LC50 y = 5,, maka   
x  = 
5 – 3,116 
=1,893 
0,995 
Sehingga LC 50 =  78,24 μg/ml 
y = 0.995x + 3.116
R² = 0.912
0
5
10
0 2 4
N
ila
i P
ro
b
it
Log Konsentrasi
Ekstrak Metanol
Series1
Linear 
(Series1)
Kons. Log Kons. (X) 
% 
Kematian 
Probit 
(Y) 
1000 3 90 6,28 
100 2 40 4,75 
10 1 24 4,29 
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Lampiran 4a. Data hasil perhitungan LC50 Fraksi B Ekstrak Metanol Daun Waru  
 
 
Persamaan garis linear : 
y = a+bx 
y = Persentase respon kematian dalam satuan probit 
x = Log-konsentrasi ekstrak methanol waru 
a = Intersep 
b = Slop 
Berdasarkan hasil perhitungan regresi diperoleh : 
a =  4,363 
b = 0,314 
r = 0,976 
Sehingga diperoleh persamaan Regresi : 
y = 4,363+0,314x 
Untuk  Log  LC50 y = 5,, maka   
x  = 5 – 4,363 =2,028 
y = 0.314x + 4.363
R² = 0.976
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Fraksi II
Series1
Linear 
(Series1)
Kons. Log Kons. (X) % Kematian Probit (Y) 
 100 2 52 5,05 
10 1 34 4,59 
1 0 26 4,36 
0,1 -1 18 4,08 
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0,314 
Sehingga LC 50 =  106,82 μg/ml 
Lampiran 4b. Data hasil perhitungan LC50 Fraksi D Ekstrak Metanol Daun Waru  
Persamaan garis linear : 
y = a+bx 
y = Persentase respon kematian dalam satuan probit 
x = Log-konsentrasi ekstrak methanol waru 
a = Intersep 
b = Slop 
Berdasarkan hasil perhitungan regresi diperoleh : 
a =  4,438 
b = 0,618 
r = 0,989 
Sehingga diperoleh persamaan Regresi : 
y = 4,438+0,699x 
Untuk  Log  LC50 y = 5,, maka   
x  = 
5 – 4,438 
=0,953 
0,699 
Sehingga LC 50 =  8,974 μg/ml 
y = 0.618x + 4.411
R² = 0.998
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Linear 
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Kons. Log Kons. (X) % Kematian Probit (Y) 
 100 2 82 5,65 
10 1 52 5,05 
1 0 26 4,36 
0,1 -1 12 3,82 
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Lampiran 4c. Data hasil perhitungan LC50 Fraksi E Ekstrak Metanol Daun Waru  
Persamaan garis linear : 
y = a+bx 
y = Persentase respon kematian dalam satuan probit 
x = Log-konsentrasi ekstrak methanol waru 
a = Intersep 
b = Slop 
Berdasarkan hasil perhitungan regresi diperoleh : 
a =  4,212 
b = 0,621 
r = 0,999 
Sehingga diperoleh persamaan Regresi : 
y = 4,212+0,621x 
Untuk  Log  LC50 y = 5,, maka   
x  = 
5 – 4,212 
=1,268 
0,999 
y = 0.621x + 4.212
R² = 0.999
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Fraksi V
Series1
Linear 
(Series1)
Kons. Log Kons. (X) % Kematian Probit (Y) 
 100 2 68 5,47 
10 1 42 4,8 
1 0 22 4,23 
0,1 -1 8 3,59 
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Sehingga LC 50 =  18,57 μg/ml 
 
 
Gambar 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                       Gambar 1. Siklus hidup Artemia biseksual. 
                             Sumber : Mudjiman, A. Udang Renik Air Asin. Jakarta: Bharata 
Karya Aksara, 1988. Hal. 35 
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Gambar 2. 
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Gambar 2.  Profil Kromatogram Lapis Tipis Ekstrak Metanol dan n-Heksan Daun 
Waru (Hibiscus tiliaceus L) 
Keterangan : 
Fase diam = silika gel GF254 
Fase  gerak =  n-heksan : etil asetat (6:1) 
M  = ekstrak metanol 
H  = ekstrak n-heksan 
 
 
 
UV 254 nm UV 366 nm H2SO4 10% 
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Gambar 4. 
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             F                          G                      H                           I                            J 
Gambar 4. Profil Kromatogram Lapis Tipis Fraksi D Ekstrak Daun Waru (Hibiscus tiliaceus 
L) 
Keterangan : 
Fase diam = silika gel GF254 
Fase  gerak =  n-heksan : etil asetat (2:1) 
A  =  lampu UV 254 nm 
B  =  lampu UV 366 nm 
C  =  pereaksi H2SO4 10% 
D  =  Pereaksi dragendorf 
E =  pereaksi FeCl3 5% 
F =  pereaksi LB pada uv 366 
G =  pereaksi AlCl3 5% 
H  =  tanpa pereaksi  
 I  =  pereaksi LB  
 J  =  pereaksi LB setelah dipanaskan 
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Gambar 5. 
 
 
 Gambar 5. Foto Daun Hibiscus tiliaceus L 
Gambar 6.  
 
Gambar 6. Foto Tanaman Hibiscus tiliaceus L 
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